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RESUMO 

 

O presente trabalho teve por objetivo analisar os principais aspectos da 

validação dos processos de apoio e finalísticos envolvidos na fermentação do 

microrganismo Haemophilus influenzae tipo b para a produção de vacina em Bio-

Manguinhos, buscando demonstrar que os resultados das análises dos controles de 

processo executados permitem uma avaliação de parâmetros específicos, 

assegurando tanto a robustez do processo como a qualidade do produto. 

Foram realizadas as validações dos processos de esterilização e de limpeza 

do fermentador BIOSTAT D200, e as validações dos processos de cultivo do 

microrganismo em questão e de sua inativação térmica. 

Na validação do processo de esterilização todos os pontos monitorados em 

relação à temperatura atingiram o valor mínimo de 121,10 ºC necessários a 

esterilização, gerando um valor de F0 acumulado mínimo de 23 minutos, acima dos 

16 requeridos pelo lote de bioindicador utilizado. 

Na validação da limpeza os parâmetros analisados apresentaram os 

seguintes valores: pH variou de 5,58 a 6,58, a condutividade de 0,67 a 0,92 µS/cm, o 

TOC entre 130 e 165 ppb, e a concentração de endotoxina foi menor que 

0,25EU/mL demonstrando uma redução sempre igual ou superior a 3 log (1000X) 

em relação a sua concentração inicial. 

Os lotes se mostraram homogêneos sem apresentação de tendência ou 

desvios de qualidade. Além disso, todos os cultivos analisados se mostraram livre de 

contaminação por outro microrganismo ao final do processo, sendo que a sua 

inativação também se mostrou eficiente. 
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ABSTRACT 
 

The purposes of this work were to evaluate the main aspects of the validation 

of the main and support processes involved in the fermentation of a culture medium 

by the microorganism Haemophilus influenzae type b for the production of 

vaccines at Bio-Manguinhos and to demonstrate that the obtained results of the "in 

process controls" conducted during the time-course of the process for specific 

parameters, would ensure the robustness of the process and the quality of the 

product.  

The BIOSTAT D200 fermentor sterilization and cleaning processes 

validation as well as the culture process and the thermal inactivation validation have 

been carried through. 

 In the sterilization process validation all the points monitored 

for temperature reached the minimum value of 121. ºC, generating a minimum value 

of accumulated F0 equal to 23 minutes, higher than 16, required by the lot of 

bioindicator used. 

 During the validation of cleaning, the evaluated parameters presented the 

following values: pH ranged from 5.58 and 6.58, conductivity between 0.67 and 0.92 

mS/cm, TOC between 130 and 165 ppb and endotoxin concentration was kept below 

0.25 EU/mL, demonstrating a 3 log reduction (1000X) in relation to its initial 

concentration.  

 All the lots were homogeneous without presenting trends or quality deviations. 

Moreover, all the innocula tested were free of contamination by other groups of 

microorganisms during the whole process until process finalization, indicating an 

efficient inactivation.  
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Atualmente, quando todos os caminhos levam à busca da qualidade total, 

torna-se indispensável conhecer perfeitamente cada fase de um processo produtivo. 

Neste caso, a validação é a ferramenta adequada para garantir a confiabilidade das 

instalações, dos equipamentos, das utilidades, das metodologias analíticas e, 

principalmente, dos processos de produção, seja do setor farmacêutico, alimentício, 

químico ou qualquer outra área onde a qualidade do produto fabricado é uma das 

principais razões da existência da empresa. 

Quando se trata de medicamento ou vacinas, por exemplo, qualquer falha 

mínima no processo pode acarretar sérios prejuízos à saúde dos consumidores e à 

idoneidade da indústria no mercado. Nos últimos anos, a exigência dos órgãos 

regulatórios como a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) em relação à 

validação, certificação e qualificação de instalação, equipamento, processo e 

metodologia analítica, tem aumentado consideravelmente, porém a falta de uma 

padronização de linguagem do setor cria uma barreira para o entendimento total dos 

termos (ATHAIDE, 2000). 

Assim, validar um processo, equipamento, sistema ou metodologia é tornar 

legítimo, através do estabelecimento de documentações, tudo que envolve o 

processo de produção e controle de qualidade, desde as condições do ambiente, até 

os insumos e matérias-primas que entram em sua composição. 

Desta forma, validar significa garantir que o produto seja sempre fabricado 

da mesma forma, com a mesma qualidade e dentro dos limites de tolerância 

rigorosamente pré-estabelecidos (ATHAIDE, 2000; MORETTO, 2000; EMANUELLI; 

SCANDIUZZI, 2000). 

De acordo com Moretto (2000), o termo validação foi introduzido nas áreas 

produtivas a fim de garantir o entendimento do processo de fabricação, assegurando 

sua execução dentro dos parâmetros estabelecidos de forma a gerar produtos com 

qualidade consistente. 

Define-se como validação de processo o estabelecimento de evidências 

objetivas de que um processo produz adequadamente um resultado ou um produto 

que atenda aos requisitos pré-determinados. O objetivo de um sistema da qualidade 

é dar suporte para que os produtos estejam adequados ao seu uso indicado. A 

validação de processo é um elemento chave para assegurar que esses princípios e 

objetivos sejam atendidos. 
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A realização da validação deve ser executada sempre que: i) de forma direta 

ou indireta o processo de fabricação tenha sido alterado; ii) quando a qualidade final 

do produto for duvidosa; iii) em equipamentos novos e iv) em caso de implantação 

de um processo ou método analítico novo (EMANUELLI; SCANDIUZZI; 2000; 

PASTEELNICK,1993).  

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho não foram encontradas 

publicações científicas relacionadas à validação de processos fermentativos voltados 

para indústrias de fabricação de vacinas bacterianas de uso humano. 

Desta forma, o objetivo principal deste trabalho foi estudar o processo 

fermentativo para cultivo da bactéria Haemophilus influenzae tipo b (Hib) voltado à 

obtenção do polissacarídeo a ser utilizado na formulação da vacina contra Hib e, 

propor e aplicar uma metodologia de validação do mesmo de forma a garantir a sua 

robustez e a segurança. Para a execução desta validação foi necessário o 

desenvolvimento e execução de várias etapas de qualificação de equipamentos e 

validações de processos de apoio. Sendo assim, os seguintes objetivos específicos 

foram determinados: 

� Realizar a qualificação de instalação do fermentador BIOSTAT D200 

de forma a garantir que todas as utilidades fornecidas se encontram de acordo com 

o especificado. 

 

� Realizar a qualificação térmica do fermentador nas temperaturas de 

cultivo e inativação da bactéria Haemophilus influenzae tipo b. 

 

� Realizar, através de mapeamento térmico e desafio com 

bioindicadores, a validação do processo de esterilização do fermentador BIOSTAT 

D200. 

 

� Validar a limpeza do fermentador utilizando como parâmetros análises 

físico-químicas e microbiológicas da água de rinsagem final do processo. 

 

� Coletar dados históricos das análises de controle de processo 

executadas durante os processos fermentativos para servir de base para a validação 

das etapas do processo fermentativo. 
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A primeira dificuldade, e talvez a mais forte no desenvolvimento deste 

trabalho, foi a demora na aquisição dos dados dos processos produtivos já que a 

geração dos mesmos dependia diretamente da demanda do produto envolvido no 

estudo. Isto decorre do fato de que Bio-Manguinhos é uma unidade da Fundação 

Oswaldo Cruz voltada para a produção de vacinas, reativos para diagnóstico e 

biofármacos.  

Uma vez que a tecnologia dos processos envolvidos na produção da vacina 

contra Hib foi adquirida em um acordo formal com uma indústria farmacêutica 

multinacional, a existência de um termo de sigilo para proteção das informações 

relacionadas aos parâmetros de processo foi outra limitação para a realização deste 

trabalho, sendo necessária em diversas etapas, a omissão de certas informações 

sigilosas. 
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O Haemophilus influenzae tipo b tem demonstrado ser uma importante 

causa de meningite e a maior causa de pneumonia em crianças. No final da década 

de 90 estimava-se que esta bactéria seria responsável 
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outras doenças graves, é muito provável que estes dados não representem a real 

incidência da doença invasiva por Hib (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2000). 

Após a introdução da vacina contra Hib na rede pública em 1999, dados do 

Ministério da Saúde indicam diminuição dos casos notificados de meningite por Hib. 

Na década de 90, a média anual foi de 1548 casos. No ano de 2000 este número já 

havia caído para cerca de 106 em todo o Brasil (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2000) 

As infecções por Hib são a principal causa de meningite em crianças 

menores de 5 anos de idade. O polissacarídeo (PS) capsular é considerado como o 

principal fator de virulência deste microrganismo, sendo usado como antígeno para a 

elaboração da vacina.  

 

II.2 Bio-Manguinhos como produtor de vacinas 

 

Bio-Manguinhos é o maior fornecedor de vacinas do Ministério da Saúde, 

além de ser o único produtor nacional de imunobiológicos englobando desde vacinas 

pediátricas tradicionais e vacinas para aplicação em áreas geográficas endêmicas 

até reagentes e insumos para diagnóstico laboratorial e, desde 2006, biofármacos.  

Sua missão é contribuir para a melhoria dos padrões de saúde pública 

brasileira, através da pesquisa e da produção de imunobiológicos capazes de 

atender à demanda gerada pelo quadro epidemiológico do País. 

Desde sua criação, em 1976, Bio-Manguinhos contribui para o esforço 

nacional de alcançar uma posição de independência na produção das vacinas 

demandadas. Não menos relevante, tem sido também sua produção, visando o 

atendimento das necessidades de reagentes para diagnóstico do setor nacional de 

saúde. Baseada em tais preceitos, a instituição vem construindo uma imagem 

comprometida com o bem-estar da população e com o avanço da ciência e da 

tecnologia. Este compromisso tem orientado o esforço do Instituto na busca 

incessante do desenvolvimento de novos produtos e de novas técnicas. 

Desta forma, em 1999, Bio-Manguinhos firmou um contrato de transferência 

tecnológica com uma indústria farmacêutica multinacional com o objetivo de 

nacionalizar a vacina contra Hib. 
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II.3 A vacina contra Hib 

 

A partir dos anos 60, o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra Hib, 

passou a ser o principal objetivo de alguns centros de pesquisa nos EUA. Estas 

pesquisas tinham como base experimentos anteriores que utilizaram cápsula 

polissacarídea para a imunização contra infecções por meningococos e 

pneumococos (SCHNEERSON et al., 1980, ANDERSON et al., 1989; MOXON, 

1991; ELLIS & GRANOFF, 1994). 

No início dos anos 70 foi desenvolvida a primeira vacina para a prevenção 

das doenças provocadas por Hib. Esta vacina era composta basicamente por 

polissacarídeo capsular purificado (RODRIGUES et al., 1971; ANDERSON et al., 

1972; ADAMS et al., 1993). Este polissacarídeo purificado se mostrou eficiente em 

crianças acima dos 18 meses de idade e, esta vacina foi então aprovada pela Food 

and Drug Administration (FDA) (GRANOFF & CATES, 1985; MMWR, 1991; ADAMS 

et al., 1993). 

O polissacarídeo capsular, constituído por unidades repetidas de 

ribosilribitolfosfato, presente na membrana externa deste microrganismo, é 

considerado como a principal causa de sua virulência (CRISEL et al., 1975).  

Devido a pouca imunogenicidade desta vacina, diversas pesquisas eram 

realizadas com o intuito de aperfeiçoar este produto tornando-o mais eficiente na 

imunização. Posteriormente, Schneerson et al. (1980), através de ligação química 

com uma proteína carreadora, tornou o polissacarídeo mais imunogênico. A vacina 

produzida com este composto se mostrou eficiente até mesmo em crianças com 

idade inferior aos 18 meses. 

A produção da cápsula polissacarídea está relacionada principalmente com 

o cultivo do microrganismo. Este cultivo é realizado em escala industrial em 

fermentadores ou biorreatores onde o controle dos parâmetros críticos tais como pH, 

temperatura, concentração de O2 dissolvido e as taxas de transferência de massa e 

de calor são os principais fatores que determinam a quantidade e qualidade do 

produto. 

Muitos fatores induzem a formação de exopolissacarídeos microbianos, 

podendo-se citar a limitação de nitrogênio e/ou cátions, variações da temperatura e 

pH e o aumento da disponibilidade de O2 (PACE, 1981; WEINER et al., 1995). 
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Em algumas espécies a síntese deste composto ocorre na fase de 

aceleração do crescimento estando, portanto, relacionada a este. Para outros 

microrganismos o início da formação da cápsula polissacarídea ocorre no final desta 

fase e continua na fase estacionária. Nem todas as linhagens da mesma espécie 

procedem da mesma forma em relação à síntese de polissacarídeo (SUTHERLAND, 

1990). A cápsula polissacarídea de Hib é normalmente produzida na fase de 

aceleração do crescimento (ANDERSON; SMITH, 1977). 

Os biorreatores normalmente utilizados são providos de aeradores, 

agitadores mecânicos, controladores de pH, temperatura e O2 dissolvido. A 

homogeneidade do cultivo é obtida através de agitação adequada, de forma a 

garantir boa transferência de massa, incluindo o O2 dissolvido, uma vez que a 

turbulência promove cisalhamento do ar, aumentando assim a área de contato 

(PACE, 1981). 

A produção de polissacarídeos pode ser conduzida por fermentação em 

processo por batelada ou contínuo (SUTHERLAND, 1990). Atualmente são 

produzidos por batelada convencional onde os microrganismos são cultivados sob 

condições ótimas de consumo de substrato e de formação de polissacarídeo, 

considerando o rendimento do processo. A produção industrial de polissacarídeo de 

Haemophilus influenzae tipo b é realizada por processo em batelada convencional 

(KUO, 1980; HILLEMAN et al., 1984; GORDON, 1985; RIENSTRA; 

SCATTERGOOD, 1991). 

Pittman (1935) investigando a influência da agitação, concluiu que quando o 

cultivo de Hib era mantido estático não havia crescimento microbiano. Normalmente, 

a fermentação é conduzida sob moderada agitação, variando entre 100 e 200 rpm 

(KUO, 1980; HILLEMAN et al., 1984; RIENSTRA, 1991). O pH ideal para cultivo de 

Haemophilus influenzae tipo b varia de 7,0 a 7,4 e a temperatura ótima está em 

torno de 37 ºC (JOKLIK et al., 1992) sendo estes parâmetros também utilizados para 

a produção da cápsula polissacarídea pela maioria dos trabalhos publicados e 

patentes (KUO, 1980; HILLEMAN et al., 1984; RIENSTRA, 1991). 

As informações encontradas em patentes americanas e européias sobre o 

cultivo de Hib referem-se à realização de cultivos em batelada utilizando biorreatores 

de 250 L a 800 L de capacidade, com meio composto de peptona de soja e extrato 

de levedura, com absorbância máxima (600 nm) de 2,80 (RIENSTRA; 

SCATTERGOOD, 1991; HILLEMAN, 1984). 
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II.4 Processos Fermentativos 

 

Denominam-se, “fermentadores”, “biorreatores”, “reatores bioquímicos”, ou 

ainda, “reatores biológicos”, os reatores químicos nos quais ocorre uma série de 

reações químicas catalisadas por “biocatalisadores”, os quais podem ser enzimas ou 

células vivas. 

A partir do ano de 1950, ocorreu o maior desenvolvimento da área de 

reatores, o que gerou, desde então, um formidável avanço tecnológico, responsável 

pelo sucesso de muitos processos fermentativos. Obviamente, em paralelo, houve 

um desenvolvimento das áreas mais básicas, como por exemplo, a microbiologia 

destes processos. 

Um reator biológico pode ser operado de forma descontínua, com um 

inóculo por tanque ou por sistema de cortes; semicontínua; descontínua alimentada 

ou contínua, todos podendo trabalhar com ou sem recirculação celular 

(SCHIMIDELL; FACCIOTTI, 2001). 

 

II.4.1 Processo em batelada 

 

No processo descontínuo simples, ou por batelada, o meio de cultura 

adequado à nutrição e desenvolvimento do microrganismo de interesse, bem como 

ao acúmulo do produto desejado, é preparado e colocado em um biorreator 

(fermentador) onde o microrganismo responsável pelo processo biológico (inóculo) é 

adicionado e, os parâmetros críticos são controlados até o término do processo. 

Após um determinado tempo de fermentação, o caldo fermentado do reator é 

retirado e as operações unitárias necessárias para a recuperação do produto são 

realizadas. 

Este processo é o mais seguro no que diz respeito à manutenção das 

condições de assepsia, pois ao final de cada batelada o reator é novamente 

esterilizado juntamente com o novo meio de cultura, recebendo um novo inóculo, o 

qual poderá sofrer todos os controles necessários, a fim de assegurar a presença 

exclusiva do microrganismo responsável pelo processo (SCHIMIDELL; FACCIOTTI, 

2001). Além de menores riscos de contaminação, este processo apresenta grande 

flexibilidade de operação, devido ao fato de poder utilizar os fermentadores para a 
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fabricação de diferentes produtos, possibilita a realização de fases sucessivas no 

mesmo recipiente, e dá condição de controle mais estreito da estabilidade genética 

do microrganismo, assim como permite a identificação de todos os materiais 

relacionados quando se está desenvolvendo um determinado lote de produto. 

A fermentação descontínua pode levar a baixos rendimentos e/ou 

produtividades, quando o substrato adicionado de uma só vez no início da 

fermentação exerce efeitos de inibição, repressão, ou desvia o metabolismo celular 

para a formação de produtos de baixo interesse (CARVALHO; SATO, 2001a). 

O biorreator de batelada será sempre usado como base para as 

comparações de eficiências atingidas com relação aos outros processos, mas a sua 

baixa eficiência estimula o surgimento de formas alternativas. 

 

II.4.2 Processo em batelada alimentada 

 

O processo de batelada alimentada, também conhecido como Melle-Boinot, 

é um processo onde o substrato é alimentado sob condições controladas até atingir 

o volume total do biorreator. 

Basicamente, o processo descontínuo alimentado é definido como uma 

técnica em processos microbianos, onde um ou mais nutrientes são adicionados ao 

fermentador durante o cultivo, e em que os produtos aí permanecem até o final da 

fermentação. A vazão de alimentação pode ser constante ou variar com o tempo, e a 

adição de mosto (inóculo) pode ser de forma contínua ou intermitente. 

Devido à flexibilidade de utilização de diferentes vazões de enchimento dos 

reatores com meio nutriente, é possível controlar a concentração de substrato no 

fermentador, de modo que, por exemplo, o metabolismo microbiano seja deslocado 

para uma determinada via metabólica, levando ao acúmulo de um produto específico 

(CARVALHO; SATO, 2001b). 

 

II.4.3 Processo contínuo 

 

O processo de fermentação contínua caracteriza-se por possuir uma 

alimentação contínua de meio de cultura a uma determinada vazão constante, sendo 

o volume de reação mantido constante através da retirada contínua de caldo 

fermentado. 
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As principais vantagens do processo contínuo sobre os descontínuos são 

(EDUARDO, 1991): 

� Menores equipamentos; 

� Tempo de uso otimizado ou maior capacidade de fermentação com os 

mesmos equipamentos; 

� Rendimento alto; 

� Tempo de fermentação e paradas minimizadas; 

� Obtenção de caldo fermentado uniforme; 

� Menores gastos com mão de obra; 

� Maior facilidade no emprego de controles avançados. 

 

Porém, também há desvantagens como: 

� Possibilidade de contaminação do cultivo; 

� Possibilidade de ocorrência de mutações genéticas espontâneas do 

microrganismo de interesse; 

� Possibilidade de seleção de mutantes menos produtivos; 

� Dificuldades de operação em estado estacionário. 

 

A manutenção de volume constante de líquido no reator é de primordial 

importância, a fim de que o sistema atinja a condição de estado estacionário ou 

regime permanente, condição na qual as variáveis de estado (concentração de 

células, de substrato limitante e de produto) permanecem constantes ao longo do 

tempo de operação do sistema. 

Entretanto, a manutenção de volume constante no reator significa 

teoricamente a necessidade de se contar com vazões idênticas de alimentação e de 

retirada de meio, o que é praticamente impossível na prática. Apesar dos problemas 

acima mencionados, a utilização do processo contínuo de fermentação encontra 

grande aplicação prática (FACCIOTTI, 2001). 
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II.5 Considerações sobre Qualidade 

 

Nos últimos anos, com a globalização, as empresas têm presenciado um 

crescimento sem precedentes do mercado mundial com relação à necessidade de 

produção de grandes quantidades, e de grande variedade de produtos. Este 

crescimento se tornou viável com a introdução do conceito de qualidade que dita às 

exigências em relação ao atendimento da expectativa das legislações específicas e 

do mercado consumidor. 

A amplitude e a complexidade dessas exigências compreendem o espectro 

total dos problemas gerenciais, tais como: estrutura do preço e redução do custo, 

relações industriais e desenvolvimento organizacional, mudança tecnológica e 

mecanização ou venda e introdução de novos produtos. Tudo isto ocorrendo dentro 

de uma estrutura na qual empresa e governo estão caminhando para relações 

inteiramente novas (FEIGENBAUM, 1994). 

 

Soluções efetivas para muitos dos problemas atuais não 
pertencem a questões de gerenciamento tradicional e 
metodologia da engenharia. Elas são problemas decisivamente 
importantes quanto ao novo gerenciamento e significado da 
engenharia, como: gerenciar para garantir produtividade de 
todos na companhia e não apenas da mão-de-obra direta, 
gerenciar de modo que funcionários, cientistas e engenheiros 
sejam uma soma e não uma diferença, gerenciar de modo 
positivo a aproximação de consumismo, gerenciar lembrando a 
necessidade de conservação de energia e materiais, com 
redução de desperdícios e utilização mais adequada dos 
recursos e gerenciar em termos internacionais e não somente 
para o mercado nacional, apenas observando outros mercados 
(FEIGENBAUM, 1994, p. 120). 
 

Assim, em nenhuma outra área a necessidade de aperfeiçoamento se faz 

mais evidente do que na da qualidade em produtos e serviços em saúde. Segundo a 

Associação Brasileira de Normas Técnicas – ABNT/NBRISO 9000 (2005), o termo 

qualidade é definido como a “totalidade de características de uma entidade que lhe 

confere a capacidade de satisfazer as necessidades explícitas e implícitas”, e para a 

obtenção da qualidade satisfatória há o envolvimento das fases do ciclo da 

qualidade como um todo, que são: a qualidade devido à definição das necessidades, 
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a qualidade devido ao projeto do produto, a qualidade devido à conformidade e a 

qualidade devido à assistência ao produto ao longo do seu ciclo de vida. 

Em 1957 surge o conceito de Controle de Qualidade Total (CQT), criado 

pelo Dr. Armand V. Feigenbaum, sendo definido como um sistema eficiente que 

promove a integração do desenvolvimento, da manutenção e do melhoramento de 

qualidade abrangendo diversos grupos em uma organização permitindo uma 

produção e serviços mais econômicos, incluindo a preocupação com a satisfação 

total do consumidor (ISHIKAWA, 1993). 

Com a implantação do CQT surge a necessidade de se buscar a Garantia da 

Qualidade. Uma infra-estrutura apropriada ou “sistema da qualidade”, englobando a 

estrutura organizacional, os procedimentos, os processos e os recursos e ações 

sistemáticas precisas para assegurar a confiança necessária de que determinado 

produto ou serviço satisfaça as exigências quanto à sua qualidade.  

 

II.5.1 Garantia da Qualidade e os Produtos Farmacêuticos 

 

A totalidade das providências tomadas com o objetivo de garantir que os 

produtos farmacêuticos estejam dentro dos padrões de qualidade exigidos, para que 

possam ser utilizados para os fins aos quais tenham sido propostos, englobando 

ainda as questões que individual ou coletivamente influem na qualidade de 

determinado produto descreve o conceito de Garantia de Qualidade (MORETTO, 

1998). 

Um programa apropriado de garantia de qualidade, aplicado à fabricação de 

produtos farmacêuticos, deverá assegurar que: 

� Estes produtos sejam projetados e desenvolvidos de forma que levem 

em consideração as necessidades das Boas Práticas de Fabricação (BPF), Boas 

Práticas de Laboratório (BPL), Boas práticas Clínicas (BPC), Boas Práticas de 

Engenharia (BPE). 

� As operações de produção e controle sejam claramente especificadas 

por escrito e que as exigências das Boas Práticas de Fabricação sejam adotadas; 

� As responsabilidades gerenciais estejam claramente especificadas na 

descrição dos serviços; 

� Sejam tomadas providências quanto à fabricação, ao suprimento e a 

utilização correta das matérias-primas e materiais de embalagem; 
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� Todos os controles necessários sobre as matérias-primas, produtos 

intermediários, produtos a granel e outros controles em processo, além das 

calibrações e das validações, sejam realizados; 

� Produto acabado seja corretamente processado e conferido segundo 

procedimentos definidos; 

� Os produtos farm
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fim de obter dados básicos e completar seus próprios estudos de qualificação (BIO-

MANGUINHOS, 2005). 

Entretanto, não basta confiar somente nos estudos do fornecedor do 

equipamento. Cabe ao cliente a responsabilidade final de avaliar, desafiar e testar o 

equipamento, bem como decidir se é compatível para o uso na fabricação de um 

dispositivo específico. As avaliações podem resultar em alterações do equipamento 

ou processo. Tais alterações devem atender aos requisitos do Sistema de Qualidade 

tais como: Controle de Projeto, Controle de Documentos, Controle de Aquisição, 

Controle de Processo, Equipamento de Inspeção, Medição e Teste, Validação de 

Processo e Registro Mestre do Dispositivo. 

As qualificações de instalação e operação deverão incluir o estabelecimento 

de métodos, procedimentos e programações pertinentes para calibração, limpeza e 

manutenção, além de uma lista de peças sobressalentes para cada parte do 

equipamento. O planejamento para eventuais manutenção e reparos pode reduzir ou 

prevenir confusões durante reparos de emergência que podem levar a reparos 

incorretos, tais como o uso da peça sobressalente incorreta. Os requisitos de 

limpeza
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alguma alteração no desempenho do equipamento como conseqüência da 

mudança. As alterações no desempenho do equipamento deverão ser avaliadas a 

fim de determinar se é necessário revalidar o processo. 

 

II.5.3 Qualificação de Desempenho do Processo 

 

A finalidade da qualificação do desempenho do processo é testá-lo 

rigorosamente para determinar se é capaz de produzir efetivamente um resultado 

que atenda às especificações. Ao se iniciar a fase de validação do desempenho do 

processo, fica entendido que (FDA, 1987): 

� Dispositivo, embalagem e especificações do processo foram 

estabelecidos, documentados e essencialmente comprovados como aceitáveis 

através da engenharia, laboratório e outros métodos de verificação;  

� Processo, equipamento auxiliares e o meio ambiente foram 

considerados aceitáveis com base nos estudos de qualificação de instalação e de 

operação. 

 

Os desafios ao processo deverão simular as situações que serão 

encontradas durante a produção real. Os desafios deverão incluir as faixas de 

condições permitidas nos procedimentos de operação padrão e deverão ser 

repetidos tantas vezes quantas forem necessárias, para assegurar que os resultados 

sejam significativos e coerentes. Segundo a política interna de Bio-Manguinhos 

(2005), estudos de validação requerem 3 repetições (3 corridas) e estudos de 

revalidação somente 1 conjunto de testes (1 corrida). 

Os dados do processo e produto deverão ser analisados para determinar 

qual é a faixa de variação para a saída de processo. Saber qual é a variação da 

saída é crucial para determinar se um processo está sob controle e é capaz de 

produzir efetivamente a saída especificada.  

Recomendam-se as cartas de controle e gráficos de tendência para estas 

análises. É importante também que os dados do produto e processo sejam 

analisados para identificar quaisquer variações são devidas às causas controláveis. 

Dependendo da natureza do processo e de sua sensibilidade, as causas 

controláveis de variação poderão incluir: 

� Temperatura 
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� Umidade 

� Variações na alimentação elétrica 

� Vibração 

� Agentes de contaminação do meio ambiente 

� Pureza da água do processo 

� Iluminação 

� Treinamento inadequado dos funcionários 

 

Medidas adequadas deverão ser tomadas para manter estas causas dentro 

de determinados limites. Por exemplo, as variações extremas na temperatura podem 

ser eliminadas pela instalação de aquecedores e ar condicionado. Pode-se 

aperfeiçoar e realizar o treinamento dos funcionários com maior freqüência, os quais 

podem ser monitorados mais de perto para assegurar que estão executando 

corretamente o processo. A eliminação das causas controláveis mais importantes 

reduzirá a variação na saída do processo e resultará num grau mais elevado de 

certeza de que a saída atenderá efetivamente às especificações. 

Uma vez iniciada a operação de rotina, os dados derivados da monitoração 

do processo e saída podem ser analisados quanto à variação e comparados com os 

limites naturais de controle. Estas análises podem detectar o quando a saída do 

processo está se alterando para que se possam fazer as correções antes, ou logo 

depois da produção do produto não conforme. 

 

II.5.4 Fundamentos da Validação de processos 

 

A temática da qualidade, segundo Moretto (2000), tem sofrido evolução sem 

precedentes e reconhece quatro eras: i) era da qualidade da inspeção, ii) era da 

qualidade do controle estatístico, iii) era da qualidade da garantia e iv) era da 

qualidade da gestão estratégica (Figura 2). Nos últimos 15 a 20 anos tem sido 

possível identificar a quinta era da qualidade: era da validação, sendo este trabalho 

coerente com a mesma. 

De acordo com Moretto (1998) a indústria farmacêutica deve se 

responsabilizar pela qualidade dos seus produtos, assegurando a adequabilidade 

dos mesmos com relação aos fins para os quais tenham sido produzidos, e cumprir 

com as exigências relativas ao registro, não colocando os pacientes em risco, em 
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função de sua inadequabilidade em termos de segurança, qualidade ou eficácia. 

Assim, para se conseguir alcançar o objetivo da qualidade de forma confiável, é 

necessário a implantação de um sistema de garantia de qualidade, que incorpore as 

normas de boas práticas de Fabricação e de Laboratório, no qual os estudos da 

validação constituem parte essencial destas normas. 

 
Figura 2: Relação entre as eras da qualidade (MORETTO, 2000) 

Segundo Moretto (2000), o primeiro registro que se tem do uso oficial do 

termo validação, encontra-se nas Good Manufacturing Practices - GMPs, as quais 

foram publicadas na Food and Drug Administration – FDA (1978), porém somente 

em 1980 recebeu a seguinte definição: “Validação é o estabelecimento da evidência 

documentada de que o desenvolvimento de um processo específico permite cumprir 

com o objetivo para o qual foi desenhado”. 

Em 1983, o FDA definiu a validação de processos como “um programa 

documentado que proporciona um alto grau de segurança de que um processo 

específico produzirá uma forma farmacêutica que satisfaz as especificações e 

atributos de qualidade pré-determinados”.  

A Validação de processos é uma exigência em empresas de fármacos 

quando os processos não são totalmente verificáveis, ou seja, não é possível 

confirmar por meio de inspeção, testes, medição, etc de que os requisitos 

especificados foram atendidos. 

De acordo com as normas NBRISO 9001 (2000) e a NBRISO 13485 (2004), 

a organização deve validar quaisquer processos de produção e fornecimento de 

serviço onde a saída resultante não possa ser verificada por monitoramento ou 
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medição subseqüente. Isso inclui quaisquer processos onde deficiências só fiquem 

aparentes depois que o produto esteja em uso ou o serviço tenha sido entregue. 

A ANVISA (2003) com o regulamento RDC210 
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medicamentos, foram selecionados adequadamente e encontram-se corretamente 

instalados, de acordo com as especificações estabelecidas. 

� Qualificação de operação: Conjunto de operações que estabelece, sob 

condições especificadas, que o sistema ou subsistema apresenta desempenho 

conforme previsto, em todas as faixas operacionais consideradas. Todos os 

equipamentos utilizados na execução dos testes devem ser identificados e 

calibrados antes de serem usados. 

� Validação prospectiva: A validação prospectiva é um ato documentado, 

baseado na execução de um plano de testes previamente definidos, que demonstre 

que um novo sistema, processo, equipamento ou instrumento, ainda não 

operacionalizado, satisfaz as especificações funcionais e expectativas de 

desempenho. 

� Validação retrospectiva: Validação retrospectiva é um ato 

documentado, baseado na revisão e análise de registros históricos, atestando que 

um sistema, processo, equipamento ou instrumento, já em uso, satisfaz as 

especificações funcionais e expectativas de desempenho. 

� Protocolo de validação: Documento da empresa específico para cada 

atividade que descreve os procedimentos a serem realizados na validação, incluindo 

os critérios de aceitação para a aprovação de um processo de produção ou de parte 

do mesmo. 

� Especificação: Documento descrevendo em detalhes os requisitos a 

que devem atender os produtos ou materiais usados ou obtidos durante a 

fabricação. As especificações servem como base da avaliação da qualidade. 

� Relatório de validação: Documento no qual se encontram reunidos os 

registros, resultados e avaliação de um processo ou sistema de validação concluído. 

� Pior caso: Conjunto de condições dentro dos limites e circunstâncias 

permitidos de operação, que apresente a maior possibilidade de falha do processo 

quando comparados às condições ideais 

 

De acordo com o FDA (1987), há muitas razões para validar processos 

produtivos. Um fabricante pode assegurar, através de um projeto cuidadoso e de 

dados de controles de processo, que há uma grande probabilidade de que todos os 

itens ou lotes produzidos atendem aos requisitos de especificação e têm qualidade 

uniforme. A dependência de testes do processo e produto terminado pode ser 
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reduzida. Um processo controlado e validado de forma apropriada resulta em pouco 

retrabalho e descartes e, por conseqüência, em resultados satisfatórios. 

Conformidade consistente com as especificações resulta em menos reclamações e 

recalls. Além disso, quando necessário, os registros de validação contêm dados que 

podem suportar melhorias no processo ou desenvolvimento de sua próxima geração. 

Embora os requisitos regulatórios (FDA, WHO, ANVISA) sejam claros 

quanto à necessidade de validação, há poucos guias específicos de como uma 

validação deve ser conduzida. Parte desta dificuldade recai sobre a variedade dos 

processos produtivos, fazendo com que cada um requeira um conjunto de técnicas e 

ferramentas diferentes. 

Toda validação possui objetivos comuns, como o desenvolvimento, 

entendimento e melhoria dos mesmos. Basicamente, uma validação é composta de 

três qualificações: instalação, operação e desempenho ou “performance” do 

processo (neste trabalho, QI, QO e QP respectivamente). 

A validação de processo representa a melhor oportunidade para entender o 

desempenho do processo antes da produção normal de um produto. Através do 

ganho de conhecimento, vários benefícios são alcançados, tais como: redução da 

falha de defeitos, redução no tempo de lançamento de um produto, risco mínimo 

para o consumidor e redução no número de reclamações dos clientes e recalls e 

maximização da satisfação do cliente. 

Ingram (2000) lembra que os estudos de validação de processo são 

conservativos por definição e as chances de aprovação de uma validação não 

excederá 10% se o desempenho do processo não atender ao mínimo dos critérios 

de aceitação. De uma forma geral, o processo deve desempenhar-se em níveis 

muito melhores que o mínimo requerido para ter uma chance razoável de passar nos 

requisitos de validação.  

As ferramentas estatísticas e de qualidade ajudam no alcance destes níveis 

e auxiliam em duas partes relevantes para que um processo seja validado: 

� Prevenção de defeitos através da redução da variação, redução de 

defeitos e falhas potenciais em níveis aceitáveis daqueles requeridos pelo critério de 

aprovação da validação; 

� Seleção de planos de amostragens que forneçam resultados 

representativos da qualidade do produto. 
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Um processo resulta em produtos defeituosos basicamente de duas 

maneiras: através dos erros de processo, quando o mesmo falha ao desempenhar 

uma operação; e pela variação de processo, quando as variáveis de controle de 

processo são determinadas inadequadamente, resultando em variáveis respostas 

fora dos limites especificados ou com excessiva variação. 

 

II.5.5 Tipos de Validação de Processo 

 

Segundo a ANVISA (2003) e o FDA (1987), a validação do processo pode 

ser realizada em diferentes momentos durante o ciclo da vida de um produto. Os 

tipos de validação do processo são definidos levando-se em consideração o 

momento em que estas são realizadas em relação ao projeto do produto, a 

transferência do produto para a produção e a liberação do produto para a 

distribuição. 

A validação prospectiva é realizada antes que um produto novo ou um 

produto existente que tenha sido modificado sejam liberados para a distribuição. 

A validação simultânea ou concorrente é uma parte da validação prospectiva 

realizada com o objetivo de distribuir essencialmente o produto fabricado durante o 

estudo de validação, sendo praticável quando um teste não destrutivo for adequado 

para verificar se o produto atende as especificações predeterminadas e aos 

requisitos de qualidade. Se a validação simultânea foi realizada como validação 

inicial de um novo processo ou de um processo que tenha sido modificado, a 

distribuição do produto deverá ficar suspensa até que todos os dados e resultados 

do estudo de validação tenham sido analisados criticamente e tenha sido 

determinado que o processo foi corretamente validado. 

A validação simultânea pode ser realizada num processo validado 

anteriormente para confirmar que o processo ainda mantém o status validado. 

Quando não há alterações no processo e há indicação de que ele está operando em 

estado de controle, o produto poderá ser liberado para distribuição antes que a 

revalidação do processo seja finalizada. Há certo risco em liberar antecipadamente o 

produto no caso em que uma análise subseqüente dos dados venha mostrar que o 

processo não mantém o status de validado. 

A validação retrospectiva é a validação de um processo baseada na 

produção histórica acumulada, testes, controles e em outras informações sobre um 
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produto já em produção e distribuição. Este tipo de validação utiliza dados históricos 

e informações que podem ser encontrados nos registros de produção, dos lotes, 

resultados de teste e inspeção, reclamações do cliente, em relatórios de falha 

técnica, de assistência técnica e de auditoria. Os dados históricos deverão conter 

informações suficientes para fornecer um quadro geral de como o processo está 

sendo operado e se o produto atendeu devidamente as especificações. A validação 

retrospectiva talvez não seja possível quando todos os dados necessários não forem 

coletados, ou ainda quando os mesmo não forem coletados de uma forma que 

possibilite uma análise adequada. 

Quando não há informação suficiente, a possibilidade de execução de uma 

validação retrospectiva bem sucedida fica comprometida. Alguns exemplos de 

informações incompletas são: 

� As reclamações do cliente que não foram totalmente investigadas para 

determinar a causa do problema, inclusive a identificação das reclamações ocorridas 

devido às falhas de processo; 

� As reclamações foram investigadas, mas as ações corretivas não 

foram realizadas; 

� As decisões, sobre refugo e retrabalho, não são registradas, 

investigadas e/ou explicadas; 

� Excesso de retrabalho; 

� Registros não mostram que o grau de variabilidade está dentro dos 

índices de variação normal para aquele processo, por exemplo: registrar os 

resultados dos testes como “passa” ou “não-passa” em vez de registrar as leituras 

reais ou os resultados das medições perdem dados importantes sobre a 

variabilidade do processo; 

� Lacunas nos registros dos dados sem justificativa. 

 

Se os dados históricos forem definidos como adequados e representativos, 

poderá ser realizada uma análise para determinar se o processo foi operado em 

estado de controle e se efetivamente resultou em um produto que atende às 

especificações predeterminadas e aos atributos de qualidade. A análise deverá ser 

documentada. 
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Pode-se utilizar a validação retrospectiva para confirmar que um processo 

ainda mantém o status de validado, uma vez que não foram fi t as aif ra
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� Definição do que constitui uma não-c
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Sempre que houver uma série de observações ou medidas obtidas de um processo 

tais medidas não serão idênticas entre si (REIS, 2001). 

As causas comuns são aquelas que geram uma variabilidade natural, como 

um ruído de fundo, que atuam sobre o processo sem perturbá-lo, sendo parte 

inerente do mesmo. Diferentemente, as causas especiais, acrescentam ao processo 

uma variabilidade inaceitável, geralmente oriunda de três fontes: matéria-prima, 

equipamentos ou operadores (MONTGOMERY, 2004). Essas causas são fatores 

geradores de variações que afetam o comportamento do processo de maneira 

imprevisível, dificultando a obtenção de um padrão.  

As causas especiais, diferentemente das comuns, produzem resultados 

discrepantes em relação aos demais valores, demandando investigação e medidas 

corretivas. Uma vez encontrada a causa especial, ela deverá ser eliminada. 

 

II.5.7 Documentação 

 

Dentre os requisitos para a validação do processo estão o registro e a 

documentação da fase de estudo de validação e também da produção de rotina. Os 

registros das atividades e resultados de validação deverão ser mantidos e devem 

incluir a data e a assinatura do(s) indivíduo(s) que aprovam a validação e, quando 

apropriado, o equipamento principal validado. Fazem parte desta documentação os 

procedimentos para a operação, monitoração e controle de processos. 

Um processo validado deverá ser executado somente por pessoas 

qualificadas. Deverão ser mantidos os registros de monitoração e dos métodos e 

dados de controle e quando apropriado, do(s) operador(es) que executa(m) o 

processo, da data de execução e do equipamento principal usado. 

 

II.5.8 Revalidação 

 

O processo não terá de ser revalidado enquanto estiver sob controle e não 

tiverem ocorrido alterações significativas no mesmo e/ou no produto. O fato de o 

processo operar sob estado de controle é determinado pela análise rotineira dos 

dados quanto à conformidade com as especificações e quanto à variabilidade. 

Deve-se analisar criticamente o processo no caso de alterações ou desvios 

e, quando apropriado, efetuar sua revalidação. As atividades de análise crítica, 
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avaliação e revalidação deverão ser documentadas. A monitoração do processo é 

um fator importante, pois através dela podem-se identificar alterações indesejadas e 

considerar a necessidade de revalidação. 
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Este equipamento possui um sistema automático para calibração dos 

termopares utilizados, o que garante a confiabilidade dos resultados registrados. O 

sistema também pode ser conectado a um computador pessoal portátil para a sua 

configuração, calibração dos sensores e para armazenamento dos dados obtidos na 

validação. 

Este dispositivo é utilizado para a validação térmica e foi projetado de forma 

a atender os requisitos do FDA (2003) relacionados à proteção dos dados quanto à 

sua alteração ou perda, encontrando-se em conformidade com as exigências 

internacionais e européias de Boas Práticas de Fabricação para a inspeção de 

indústrias de produção de fármacos.  

Acoplados ao Validador 2000 foram utilizados sensores de temperatura 

denominados termopares do tipo T (composto de um filamento de cobre e outro de 

constantan) da marca GE Kaye modelo Prêmio calibrados no momento anterior ao 

uso. 

 

III.2 Métodos 

 

III.2.1 Determinação de pH 

 

As amostras para determinação de pH foram coletadas em frascos de vidro 

com cerca de 30 mL de capacidade. No momento da análise, um volume de 15 mL 

era transferido para um béquer limpo e rinsado com água para injetáveis (WFI) por 

30 segundos. 

A determinação do pH das amostras foi executada utilizando-se um medidor 

de pH da marca Mettler-Toledo, modelo MP230, devidamente calibrado. 

O método de determinação de pH de amostras de água foi validado e a 

incerteza apresentada para o operador em questão foi de 0,09 unidades de pH na 

faixa de 5,00 a 7,00. 
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III.2.2 Determinação de condutividade 

 

As amostras para determinação da condutividade foram coletadas em 

frascos de vidros com cerca de 30 mL de capacidade. No momento da análise, um 

volume de 15 mL foi transferido para um béquer limpo e rinsado com WFI, por 30 

segundos. A determinação da condutividade das amostras foi executada utilizando-

se um condutivímetro da marca WTN, modelo InoLab level 3, devidamente calibrado. 

 

III.2.3 Determinação de carbono orgânico total (TOC) 

 

Todas as amostras para as determinações de TOC foram coletadas 

diretamente em frascos novos, de vidro, de 30 mL de capacidade adquiridos 

diretamente junto ao fabricante do equipamento, certificados em relação à sua 

limpeza quanto à concentração de TOC (< 10 ppb ou µg/L) e específicos para este 

tipo de análise, conforme demonstrado na Figura 5 extraída da ficha técnica do 

produt
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O equipamento utilizado foi o analisador de TOC da marca GE Sievers, 

modelo 800 que utiliza como tecnologia da detecção de TOC a oxidação do carbono 

orgânico presente na amostra ao CO2 e a medida deste CO2 produzida através de 

uma determinação de condutividade (Figura 6). 
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O gel-clot é um método qualitativo simples, sendo que a sensibilidade do 

reagente do lisado de amebócitos do Limulus polyphemus (LAL) utilizado foi de 

0,125 EU/mL. 

Os resultados eram considerados positivos ao apresentar a formação de um 

gel firme no interior do tubo de reação e considerados negativos se o gel não 

continuasse firme no fundo do tubo após a inversão do mesmo em 180º (Figura 7). 
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Ampola de 
bioindicador

99 mL - Água 
tamponada

Frasco 1 - diluição 100 X

9 mL - Água 
tamponada

9 mL - Água 
tamponada

      Tubo 1
Diluição 1000 X

       Tubo 2
Diluição 10000 X

Placas de Petri - tubo 2

1 mL1 mL

1 mL

1 mL

1 mL

1 mL

1 mL

Incubação - 48 h - 60 ± 2 °C - Quantificação

Incubação - 48 h - 37 ± 2 °C - Controle Negativo

 
Figura 8: Esquema do procedimento para quantificação do bioindicador tipo 

ampola contendo esporos de Geobacillus stearothermophilus. 

O pH foi ajustado para 7,2 + 0,2 com NaOH 10% v/v ou HCl 10% v/v e o 

volume foi ajustado para 1,00 L com água ultra purificada em balão volumétrico. A 

solução foi distribuída em frascos Nalgene (cerca de 150 mL por frasco) e foi 

esterilizada em autoclave por 20 minutos a 121,10 ºC. 

Esta água tamponada estéril foi distribuída assepticamente em tubos de 

polipropileno estéreis de 25 mL e em erlenmeyers estéreis de 250 mL da seguinte 

forma: 6 tubos contendo 9,0 mL cada e 3 frascos erlenmeyer contendo 99,0 mL, 

respectivamente. 

Foi transferido assepticamente, em uma cabina de fluxo unidirecional, um 

volume 1,0 mL de cada uma de 3 ampolas de bioindicador contendo o 

microrganismo Geobacillus stearothermophilus para cada um dos erlenmeyers 

estéril contendo 99 mL de água tamponada (frascos 1A, 1B e 1C - diluição 102x). 

As suspensões foram agitadas de forma manual, lentamente, para não 

afetar a viabilidade das células bacterianas, por cerca de 10 segundos. Foi retirado 

assepticamente um volume de 1,0 mL de cada uma das suspensões acima para 3 

tubos contendo 9,0 mL de água tamponada (tubos 1A, 1B e 1C - diluição 103x). 
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As suspensões foram agitadas manual e lentamente por cerca de 10 

segundos. Foi retirado assepticamente um volume de 1,0 mL de cada um dos tubos 

acima para 3 tubos contendo 9,0 mL de água tamponada (tubos 2A, 2B e 2C - 

diluição 104x). 

As suspensões foram agitadas de forma manual, lentamente por cerca de 10 

segundos. Foi transferido de forma asséptica 1,0 mL da suspensão de cada um dos 

tubos 2A, 2B e 2C para cada uma de 4 placas de Petri previamente identificadas 

contendo meio de cultivo Agar Casoy. 

A suspensão foi espalhada sobre o meio com o auxílio de uma alça de 

Drigalski para espalhamento de células. 

As placas foram invertidas e incubadas por 48 horas, sendo duas à 37,0 + 

2,0 ºC (controle negativo) e duas à 60,0 + 2,0 ºC. 

Juntamente com as placas, foram incubadas pelo mesmo período de tempo 

uma ampola intacta à 37,0 + 2,0 ºC (controle negativo) e uma ampola intacta à 60 ºC 

+ 2 ºC (controle positivo). 

Após o período de incubação, foram contadas as Unidades Formadoras de 

Colônias (UFC) de todas as placas. 

Para o bioindicador ser aprovado para uso nas validações dos processos de 

esterilização em Bio-Manguinhos os seguintes resultados devem ser encontrados:  

� As placas incubadas a 37,0 + 2,0 ºC não devem apresentar 

crescimento, assim como a ampola incubada na mesma temperatura deve 

permanecer com uma coloração rosácea; 

� As placas incubadas a 60,0 + 2,0 ºC devem apresentar crescimento e a 

ampola controle deve apresentar coloração amarela após o tempo de incubação. 

Esta mudança de coloração ocorre devido à formação de ácido como resultado da 

fermentação do açúcar do meio de cultura.  A ampola de controle também pode se 

tornar turva devido ao crescimento bacteriano. 

� A partir das contagens de UFC das placas incubadas a 60,0 + 2,0 ºC a 

concentração de esporos média nas ampolas, após as devidas correções em 

relação às diluições utilizadas, deve estar na faixa de 2,5 x 105 e 5,0 x 106 UFC/mL, 

o que representa, respectivamente, 5,0 x 105 e 1,0 x 107 UFC/ampola uma vez que 

cada ampola possui 2 mL. 
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III.3.2 Operação e esterilização do fermentador 

 

O fermentador foi esterilizado com vapor d’água puro fluente através de um 

sistema de SIP (“steam in place”) acoplado ao equipamento. O vapor utilizado foi 

gerado a partir de água para injetáveis fornecida a um gerador de vapor puro da 

marca Stilmas modelo 155 DST. 

O sistema de controle automatizado controlou a entrada de vapor no tanque 

e nas tubulações do fermentador através da abertura e fechamento da válvula de 

entrada desta utilidade de forma a manter constante a temperatura de 121,10 ºC por 

um tempo de 20 minutos. 

Após o tempo de exposição, todas as válvulas foram automaticamente 

fechadas pelo controlador do fermentador de forma a manter a sua estanqueidade e 

esterilidade até a adição do inóculo. 

 

III.3.3 Qualificação térmica e validação do processo de esterilização do 

fermentador 

 

A qualificação térmica do fermentador e a validação do processo de 

esterilização têm como objetivo garantir a esterilidade do interior do fermentador de 

forma a minimizar a probabilidade de contaminação do cultivo a ser realizado. 

Durante a validação do processo de esterilização foram realizadas três 

corridas de mapeamento térmico do interior do vaso do fermentador BIOSTAT D200 

utilizando 11 termopares do tipo T (cobre e constantan) codificados como S01 a S11 

e conectados a um sistema de aquisição de dados da marca GE modelo Validador 

2000. 

O Validador 2000, além de monitorar todo o ciclo em relação à temperatura 

realiza automaticamente os cálculos de F0 para cada sensor utilizado na validação 

de ciclos de esterilização. Este valor de F0 é determinado em minutos e está 

relacionado com a capacidade do ciclo de esterilização, a uma temperatura de 

121,10 ºC, de atingir a probabilidade de sobrevivência alvo do microrganismo 

Geobacillus stearothermophilus numa concentração inicial de cerca de 106 esporos 

de bioindicador por ampola. 
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Como foi utilizado na validação o método d3/ô·¶na  a
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Ao término do período de incubação os bioindicadores foram verificados 

quanto à alteração da coloração do seu meio de cultivo. Desta forma, os 

bioindicadores com coloração rosácea foram considerados negativos em relação ao 

crescimento microbiano e os com coloração amarelada, considerados positivos 

(Figura 10). 
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III.3.5 Limpeza do fermentador 

 

Após o processo fermentativo o fermentador foi drenado e o resíduo da 

fermentação foi deixado em contato com as superfícies internas do equipamento por 

um período de 48 h. Normalmente, o fermentador é limpo no dia seguinte ao 

processo de fermentação, porém, durante a validação, foi utilizado um tempo de 48 

h de contato com o resíduo de forma a dar uma margem de segurança em relação 

ao tempo usual (pior caso).  

O fermentador foi rinsado inicialmente com água deionizada fluente por 

período de 15 minutos, sendo então drenado. Foi posteriormente enchido com 150 L 

de água para injetáveis (WFI) quente quando foram adicionadas 3,0 Kg de NaOH de 

forma a preparar uma solução 0,5 mol/L dentro do próprio fermentador, conforme 

descrito no procedimento interno de Bio-Manguinhos (DI 1114, 2005). 

O agitador do equipamento foi ligado a uma velocidade de 150 rpm por 15 

minutos. O equipamento foi drenado totalmente e foi realizada uma rinsagem final 

com WFI quente por 20 minutos e ao término da rinsagem o equipamento foi 

novamente drenado. 

 

III.3.6 Validação do processo de limpeza do fermentador 

 

a. Avaliação da necessidade de impregnação do vaso com endotoxina 
 

Durante a validação de limpeza, há a necessidade de se demonstrar uma 

redução de 1000 vezes na concentração de endotoxina contida no material a ser 

limpo. Desta forma, como a água de rinsagem final tem como limite de endotoxina a 

concentração de 0,25 EU/mL, é necessário que se faça uma avaliação se o material 

por si só já possui uma concentração igual ou superior a 250 EU/mL. 

 Após contato do resíduo da fermentação com as superfícies internas do 

equipamento por 48 h o mesmo foi cheio com 150 L de água para injetáveis (WFI) e 

o sistema de agitação foi ligado a 150 rpm por 15 minutos. 

Após agitação, foi coletado através da válvula de amostragem, um volume 

de 35 mL para avaliação da concentração de endotoxina. A avaliação da 
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concentração de endotoxina foi realizada através da metodologia de Gel Clot, sendo 

que o reagente utilizado foi um LAL com sensibilidade de 0,125 EU/mL. 

Se a amostra recolhida apresentasse uma concentração > 250 EU/mL não 

existiria a necessidade de impregnação do fermentador com solução preparada em 

laboratório e, o próprio contaminante do processo permitiria a validação da limpeza 

do fermentador. 

Este procedimento foi realizado em cada uma das 3 corridas de validação de 

limpeza do fermentador. 

 

b. Avaliação da Lavagem 
 

Como o fermentador BIOSTAT D200 é um vaso, de aço inox 316 L, com 

acabamento sanitário, eletropolido, e a sua limpeza é realizada através de circulação 

da solução de lavagem e da água de rinsagem com o uso de “spray ball”, não foram 

localizados pontos considerados “mortos” onde haveria a possibilidade de 

depósito,precipitação e aderência de resíduos. Sendo assim não houve a 

necessidade de uso de “swabs” para coleta de amostras de pontos de difícil acesso 

e limpeza e, o método utilizado para validação de limpeza foi o de avaliação de 

parâmetros físico-químicos e microbiológicos da água de rinsagem final. 

Ao término da lavagem, o fermentador foi cheio com 150 L de WFI, e, após 

agitação a 150 rpm por 15 minutos, a água de rinsagem final foi coletada em dois 

frascos (Amostras A), sendo um frasco apirogênico, de polipropileno (cerca de 35 

mL) e o outro de vidro, indicado para os testes de determinação de TOC, pH e 

condutividade (30 mL).   

A água WFI foi coletada diretamente nas suas tubulações específicas em 

dois frascos (Amostras B), sendo um frasco apirogênico, de polipropileno (cerca de 

35 mL cada) e o outro de vidro indicado para os testes de determinação de TOC, pH 

e condutividade. Esta WFI serve como controle das análises realizadas na água de 

rinsagem. 

Foram realizadas nas amostras A e B os testes para determinação de TOC, 

pH, condutividade e concentração de endotoxina. 
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O procedimento acima foi realizado três vezes consecutivas para gerar um 

relatório de validação. Para que este processo fosse considerado validado, além de 

se demonstrar a redução de 1000 X na concentração inicial de endotoxina, os 

resultados de análise nas amostras de recuperação, água de rinsagem final e água 

WFI deveriam obedecer aos limites especificados na Tabela 1 (FARMACOPÉIA 

AMERICANA - USP XXVII, 2001). 

Tabela 1: Limites para as determinações analíticas realizadas na água de rinsagem 
durante a validação de limpeza do fermentador 

Parâmetro Testado 
Água de Rinsagem Final 

e WFI 

Amostra de 

Recuperação 

pH 5,00 a 7,00 NA 

Condutividade à 25oC(µS/cm) < 2,10 NA 

TOC (µg/L) < 500 NA 

Concentração de Endotoxina 

(EU/mL) 
< 0,250 > 250 

NA: não se aplica 

 

III.3.7 Processo de fermentação 

 
O meio de cultivo líquido utilizado no fermentador foi baseado no meio CY 

descrito na literatura (MERRITT, 2000) que possui os seguintes componentes: 

extrato de levedo, ácido casamínico, Na2HPO4, NaH2PO4 mono hidratado, cloreto de 

hemina, NAD e dextrose. A composição do meio CY básico está demonstrada na 

Tabela 2.  

O meio líquido modificado foi preparado e transferido para o interior do 

fermentador onde foi esterilizado através da injeção de vapor puro fluente fornecido 

pela estação SIP acoplada ao equipamento. 

Após a esterilização do meio foi realizada, sob condições assépticas, a 

inoculação do fermentador com o conteúdo de cinco frascos erlenmeyer de um pré-

cultivo realizado a 36,0 ºC ± 1,0 ºC por 16 ± 4 h de bactéria Haemophilus influenzae 

tipo b. A cepa cultivada foi obtida no banco de células de Bio-Manguinhos. 

O processo de fermentação foi conduzido em condições de estanqueidade, 

sendo que o controlador automatizado do fermentador BIOSTAT D200 manteve as 
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condições pré-determinadas no procedimento interno DI 1129 (2005). A agitação foi 

mantida entre 50 e 160 rpm, a temperatura em 36,0 ± 1,0 ºC por aquecimento 

elétrico, a taxa de oxigênio dissolvido a 25 % de saturação através de aeração e 

agitação e, o pH mantido em torno de 7,2 pela adição de solução de NaOH 5,0 mol/L 

estéril durante todo o processo de fermentação. 

Tabela 2: Composição básica do meio CY utilizado como base para a formulação do 
meio líquido usado no cultivo da bactéria Haemophilus influenzae tipo b 

Componentes do Meio CY Concentração (g/L) 

Extrato de levedo 5,0 

Ácido casamínico 10,0 

Na2HPO4 12,4 

NaH2PO4 mono hidratado 1,8 

Cloreto de hemina 0,04 

NAD 0,02 

Dextrose 10,0 

 

Após o tempo de fermentação o processo foi interrompido e foi iniciado o 

processo de inativação bacteriana a 56,0 ºC ± 1,0 ºC por 12 minutos. 

 

III.3.8 Validação do processo de fermentação 

 

O objetivo da validação do processo de fermentação é demonstrar que o 

mesmo é capaz de gerar um produto nas condições desejadas e que o mesmo se 

mantém constante em relação à cinética de crescimento da bactéria Haemophilus 

influenzae tipo b.  

Esta etapa foi realizada em paralelo com o processo fermentativo real onde 

foi monitorado o parâmetro absorbância (D.O.) a 650 nm ao longo do tempo de 

fermentação, que foi utilizado como base para a avaliação do perfil cinético de 

crescimento microbiano. 

Amostras de 5 mL foram coletadas assepticamente, a cada 1 hora após 

início do processo até o tempo final de 10 horas, em frascos de polipropileno 

estéreis de 35 mL de capacidade através da válvula de amostragem previamente 

esterilizada por vapor fluente. 
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As D.O. das amostras diluídas foram medidas em espectrofotômetro da 

marca Beckman, a 650 nanômetros, sendo que o branco utilizado foi o meio de 

cultivo estéril sem a presença de microrganismos. 

Os dados de D.O. foram registrados nos protocolos de produção e 

analisados posteriormente. 

Foram selecionados 13 lotes de fermentação e os dados de controle 

registrados pelos operadores da produção foram avaliados em relação à sua 

conformidade. 

Para cada lote selecionado foram calculadas as taxas de variação da 

absorbância durante o processo fermentativo em função do tempo. Esta taxa foi 

chamada de taxa de crescimento (TXcr). Estas taxas foram calculadas em variações 

de tempo de 1 hora até a finalização do processo de cultivo da bactéria Haemophilus 

influenzae tipo b em 10 horas. A fórmula utilizada para a obtenção desta taxa está 

descrita na Equação 1. 

 

0
0....

tt
tODtOD

TXcr
−
−=

      (1) 

  Legenda: D.O.t = absorbância no tempo de interesse 

    D.O.t0 = absorbância no tempo inicial 

    t = tempo de interesse 

    t0 = tempo inicial = 0 

 

Os dados de cinética de crescimento serviram de base para a elaboração de 

cartas-controle e gráficos de amplitude móvel com n=2, de forma a avaliar a 

presença de tendência nos dados históricos.  

O gráfico de controle permite verificar se a dispersão observada no processo 

é aceita como sendo estável. Para isso, foi preciso calcular os limites superiores e 

inferiores a serem representados nestes. Nos gráficos de controle foram 

representados 3 limites superiores e 3 limites inferiores divididos em zonas A, B e C. 

Os limites superior e inferior das zonas A, B e C foram determinados somando-se ou 

diminuindo-se a taxa média de crescimento de cada tempo com 3, 2 ou 1 desvio-

padrão, respectivamente.  

A presença de pontos fora dos limites da zona A indicariam, em princípio, 

que a variabilidade do processo está acima do indicado. Entretanto, neste caso, foi 
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prevista uma verificação da possibilidade de haver influências como troca de 

operador, erros na medição ou na calibração dos instrumentos. 

Além da construção dos gráficos de controle, foi realizada uma análise em 

relação à apresentação de algum tipo de tendência ou causa especial de acordo 

com a Figura 11. 

Causa especial é definida como quaisquer fatores detectáveis e 

identificáveis que contribuem para a variação do processo de modo imprevisível e 

afetam a sua uniformidade (norma ABNT NBR 11469, 1990). 

Para que se possa considerar o processo de fermentação sob controle 

estatístico, os resultados de análise das taxas de crescimento por gráfico de controle 

não devem apresentar tendência. Caso contrário deve-se verificar se houve 

justificativa pertinente que não comprometesse a qualidade do produto. 

Além dos dados de cinética, foram avaliados os parâmetros de pureza de 

cultura e de inativação da bactéria. Para avaliação da pureza do cultivo, ao final do 

processo fermentativo, foi coletada em frasco estéril de 20 mL, através da válvula de 

amostragem sanitária, previamente esterilizada por 20 minutos com passagem de 

vapor fluente, uma amostra de cerca de 10 mL do interior do fermentador.  Desta 

amostra, foi semeado 1,0 mL em cada uma de 3 placas de Petri contendo o meio 

Agar Casoy e foram inoculados 1,0 mL em cada um de 3 frascos contendo 100 mL 

de meio de cultivo caldo Tioglicolato e 0,5 mL em cada um de 3 frascos contendo 50 

mL de meio de cultivo caldo caseína. A semeadura em Agar Casoy e o inóculo em 

caldo caseína foram incubados a 22,5 + 2,5 ºC por 120 h e 14 dias, 

respectivamente, enquanto que o inóculo em caldo Tioglicolato a 32,5 + 2,5 ºC por 

14 dias. 
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Figura 11: Testes para identificação de causas especiais em gráficos de 

controle (Fonte: NBR 11469, 1990) 

LSC – Limite Superior de Confiança 

LIC – Limite Inferior de Confiança 

X – Média 
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Para que o processo fosse considerado satisfatório, sem contaminação, 

nenhum destes meios inoculados deveria apresentar crescimento após o período de 

incubação. 

Para avaliação da inativação da bactéria Haemophilus influenzae tipo b, ao 

final do processo, foi coletada em frasco estéril de 10 mL, através da válvula de 

amostragem sanitária, previamente esterilizada por 20 minutos com passagem de 

vapor fluente, uma amostra de cerca de 5 mL do interior do fermentador.  Desta 

amostra, foi semeado 0,2 mL em cada uma de 2 placas de Petri contendo o meio 

Agar chocolate e foi inoculado 1,0 mL em erlenmeyer contendo 100 mL do meio 

líquido de cultivo de Hib. As amostras foram incubadas a 36 + 1 ºC por 48 h sendo 

que o erlenmeyer permaneceu sob agitação de 150 rpm. Para que a inativação 

fosse considerada satisfatória, nenhuma destas amostras deveria apresentar 

crescimento após o período de incubação. 
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IV.1 Quantificação dos esporos no bioindicador utilizado na 

validação da esterilização 

 

Na Tabela 3 estão registradas as contagens de UFC obtidas no ensaio de 

quantificação de esporos do bioindicador contendo Geobacillus stearothermophilus. 

 

Tabela 3: Contagem de UFC nas placas de Petri do ensaio de quantificação de 
esporos do bioindicador 

 
Diluição de 10.000 X – 

Incubação a 60 ºC  
Diluição de 10.000 X – 

Incubação a 37 ºC  
 Placa 1 Placa 2 Placa 1 Placa 2 

Ampola 1 (UFC) 109 116 0 0 

Ampola 2 (UFC) 105 116 0 0 

Ampola 3 (UFC) 124 112 0 0
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Este fato indica que as ampolas não estão contaminadas com outro 

microrganismo, que as soluções e frascos utilizados no ensaio de quantificação se 

encontravam estéreis e que a técnica de quantificação foi realizada de forma 

adequada sem proporcionar a contaminação das amostras.  

A Tabela 4 descreve os resultados da incubação direta das ampolas nas 

temperaturas de 60 e 37 ºC. 

Tabela 4: Crescimento microbiano nas ampolas de bioindicador utilizadas no ensaio 
de quantificação de esporos 

Coloração do bioindicador após incubação 

Bioindicador Incubação a 60 ºC Incubação a 37 ºC 

Ampola 1 Amarela (+) Rosácea (-) 

Ampola 2 Amarela (+) Rosácea (-) 

Ampola 3 Amarela (+) Rosácea (-) 

 
 

A Tabela 4 indica que nenhuma ampola de bioindicador incubada a 37 ºC 

apresentou coloração amarela após o período de incubação o que demonstra que 

não houve crescimento microbiano. Este resultado confirma o fato de que os 

bioindicadores deste lote não apresentavam contaminação por outro tipo de 

microrganismo. Além disso, todos os bioindicadores incubados a 60 ºC 

apresentaram coloração amarela, indicando crescimento microbiano do mesmo. Isto 

demonstra que, havendo esporos viáveis de Geobacillus stearothermophilus no 

interior das ampolas o meio de cultivo é capaz de alterar sua coloração e indicar o 

crescimento deste microrganismo o que descarta a possibilidade de resultado falso 

negativo. Sendo assim, este ensaio de quantificação foi considerado aprovado e o 

lote do bioindicador foi liberado para uso. 

 

IV.2 Qualificação do fermentador de Haemophilus influenzae tipo B. 

 

Os equipamentos críticos aos processos de produção de vacinas devem ser 

qualificados quanto à sua instalação, operação e desempenho. 

No caso do fermentador, foi verificado que o mesmo estava instalado de 

acordo com as suas especificações descritas no manual técnico, sendo que todas as 
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utilidades fornecidas ao equipamento, tais como rede elétrica, vapor puro, ar 

comprimido seco, água deionizada e água para injetáveis encontravam-se com a 

qualidade mínima requerida e com as especificações de vazão, pressão e tensão 

atendidas. 

Segundo a Anvisa (2003), todos os equipamentos críticos aos processos de 

produção devem ser qualificados quanto à sua instalação e operação antes da 

execução da validação dos processos que são realizados no referido equipamento. 

Desta forma, após a conclusão da qualificação de instalação do fermentador 

com resultados satisfatórios pudemos prosseguir com qualificação térmica do 

equipamento. 

 

IV.3 Mapeamento térmico e validação do processo de esterilização 

do fermentador. 

 

Os resultados da qualificação térmica do fermentador durante o processo de 

esterilização do mesmo com vapor puro estão demonstrados nos três gráficos da 

Figura 12. 

Nos gráficos correspondentes às três corridas realizadas para mapeamento 

térmico do processo de esterilização do fermentador pode-se observar que a 

temperatura aumentou, nos 11 pontos monitorados no interior do vaso, de cerca de 

20,00 ºC (temperatura ambiente da sala onde está localizado o fermentador) até a 

estabilização acima dos 121,10 ºC. Esta estabilização da temperatura durou cerca 

de 7 minutos e apresentou apenas duas oscilações iniciais. 

Segundo a ISPE (2001), durante a validação de sistemas automatizados, o 

sinal avaliado, neste caso a temperatura, não deve possuir mais de 5 oscilações até 

a sua estabilização e, o sistema de controle deve ser capaz de manter o sinal 

estável. Nas três corridas realizadas, esta temperatura de 121,10 ºC se manteve 

constante por um período que variou de 20 a 25 minutos.  

Nos 30 minutos subseqüentes a temperatura foi gradualmente diminuindo 

em decorrência da finalização do ciclo de esterilização e interrupção do fornecimento 

de vapor puro ao sistema. Esta etapa não foi monitorada até a temperatura ambiente 

(20 ºC) uma vez que não é crítica ao processo de esterilização. 
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Pode-se observar que os 11 termopares do tipo T posicionados no interior 

do vaso seguiram o mesmo perfil qualitativo de variação de temperatura em função 

do tempo. As únicas variações significativas foram observadas durante o 

resfriamento do sistema o que é conseqüência do resfriame